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摘要 ”采用 HPLC 分 析 监 测 不 同 生 香 阶段 和 陈 化 期 的 香 莱 兰 〈 Vanilla planifolia Andrews) 豆荚 中 
香 兰 素 等 4 个 糖 徐 水解 成 分 的 含量 变化 。 用 8 - PARECER, REED Ue, * 
兰 素 等 4 个 糖 武 水 解 成 分 的 含量 均 远 高 于 对 照 。 对 加 酶 量 、 酶 促 反应 时 间 、 反 应 温度 、pH fü 4 
个 关键 因素 进行 条 件 筛选 研究 ， 并 在 所 选 最 佳 反 应 条 件 下 ， 对 不 同 生 香 阶 段 的 豆荚 进行 酶 处 理 。 
结果 表明 ， 酶 促 生 香 效果 明显 ， 可 促进 香 兰 素 糖 武 等 物质 的 分 解 ， 提 高 豆 莱 中 香 兰 素 含 量 ， 缩 短 
生 香 陈 化 时 间 ， 具 有 洪 在 的 生产 应 用 价值 。 

XA F2, ARIE, HLC 分 析 ， 香 兰 素 ， 酶 促 生 香 
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Study on Vanilla Curing by Enzyme Treatment Method 
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Abstract The content and its variation of 4 components from glucosides hydrolysis such as vanillin in the 
Vanilla bean of different curing stages have been analyzed by HPLC. The components in green bean are in higer 
content upon B — glucosidase treatment. Four important factors for the enzymatic hydrolysis were selected by 
tests. The bean in different curing stages was treated by the enzyme under selected condition. The result shows 
that it can improve the hydrolysis of glucosides and increase vanillin content in Vanilla bean. 
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FÆL ( Vanilla planifolia Andrews) 系 兰 科 香 子 兰 属 植物 。 原 产 墨西哥 ， 是 一 种 高 级 天 然 植物 香料 ， 
其 果实 经 加 工 处 理 后 具有 浓郁 纯正 的 香草 香气 ， 被 广泛 用 于 各 种 食品 的 加 香 。 素 有 “食品 香料 之 王 ”的 
美誉 。 

香 莱 兰 豆 丰富 的 香气 源 于 豆荚 中 所 含 的 挥发 性 成 分 。Klines er al (1976). 曾 报道 在 马达 加 斯 加 豆荚 中 分 
析 鉴 定 了 170 多 个 化 合 物 。 这 些 化 合 物 的 形成 机 理 较为 复杂 ， 至 今 还 未 完全 被 人 们 所 了 解 ， 但 酶 反应 和 非 
酶 转化 对 其 形成 所 起 的 作用 已 得 到 证 实 (Purseglove et al ，1981)。 早 在 1924 年 ， 研 究 人 员 就 发 现 香 莱 兰 商 
品 荚 中 的 主 香 成 分 香 兰 素 (vanilin) 在 未 经 加 工 的 青豆 莱 中 是 以 葡 糖 起 的 形式 存在 。Leong et al (1989a) $ 
利用 色谱 和 光谱 技术 从 未 加 工 的 青豆 荚 中 成 功 的 分 离 和 鉴定 了 葡 糖 我 香 兰 素 〈glucovanillin)。 随 后 又 发 现 
香 莱 兰 中 的 另外 3 个 成 分 对 羟基 苯 甲 醛 ， 对 羟基 葵 甲 酸 、 香 兰 酸 ， 它 们 均 是 以 8B- 葡 糖 戌 的 形式 存在 ， 并 
对 其 做 了 成 功 的 合成 (Leong et al ，1989b)。 在 前 人 的 工作 基础 上 ，Ranadive et al (1992). 在 青豆 中 外 加 葡 
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酶 处 理工 作 多 重 在 对 豆荚 中 的 糖 算 成 分 进行 理论 研究 ， 其 结果 还 局 限 在 学 术 领 域 ， 对 生 香 加 工 生产 缺乏 明 
确 具 体 的 指导 意义 。 我 省 自 60 年 代 引 种 香 蔷 兰 以 来 ， 经 长 期 努力 ， 在 香 蔷 兰 的 栽培 技术 上 已 获得 可 喜 成 
果 ， 但 豆荚 的 后 熟 生 香 加 工 仍 保持 杀青 、 发 酵 、 陈 化 的 传统 工艺 ， 完 成 整个 生 香 过 程 需 1 年 的 时 间 。 针 对 
传统 技术 生 香 周期 长 、 陈 化 期 占用 人 力 物力 等 不 足 之 处 ,本 研究 对 经 传统 工艺 加 工 的 不 同 生 香 阶段 的 豆荚 做 
上 述 4 个 糖 武 水 解 成 分 的 定性 、 定 量 分 析 ,监测 陈 化 过 程 中 4 个 成 分 的 变化 。 外 加 葡 糖 局 酶 处 理 青 莱 , 筛选 
最 佳 酶 水 解 反应 条 件 。 并 结合 传统 工艺 在 所 选 反 应 条 件 下 对 不 同 加 工 阶段 和 不 同形 式 的 豆 莱 进行 酶 处 理 以 
促进 香 兰 素 糖 武 等 化 合 物 的 分 解 , 加 速生 香 过 程 ,缩短 生 香 周 期 ,探讨 酶 促 生 香 用 于 生产 中 的 可 行 性 。 


| 结果 与 讨论 


1.1 不 同 生 香 阶段 糖 筷 水 解 成 分 含量 的 HPLC. 分 析 

传统 生 香 工艺 经 杀青 、 发 汗 、 快 干 、 陈 化 4 个 步骤 。 各 加 工 阶段 豆 菜 分 别 取样 做 HPLC 分 析 。 陈 化 期 
间隔 1 ~ 2 月 取样 分 析 以 监测 4 个 糖 息 水解 成 分 的 变化 。 
1.1.1 样品 及 处 理 ， F ( Vanilla planifolia Andrews) 豆 尧 由 云南 香 莱 兰 产 业 公 司 提供 。 不 同 生 香 阶 段 
的 豆荚 各 取 100 g 切 为 0.5~ 1 cm 小 段 。 混 匀 准 确 称 量 10 g。95% 乙 醇 索 式 提取 16 h， 提 取 物 定 容 至 100 mL 
待 分 析 ( 样 品 处 理 按 ISO 5565 一 1982, 附 录 B 所 述 方法 进行 )。 各 样 同时 用 红外 快速 水 分 仪 测定 水 分 含量 。 
1.1.2 HPLC 定性 及 定量 分 析 : Waters HPLC 高 效 液 相 色谱 。 流 动 相 : HL0 + CHOH; EF: C 柱 ，15 cm x 
3.9 mm; 检测 器 : 996 二 极 管 陈列 紫外 检测 器 ， 波 长 254 nme 

分 别 按 0，0.6% ，1.2% ，1.8% ，2.4% ，3.0% 质 量 分 数 配制 香 兰 素 、 香 兰 酸 、 对 羟基 苯 甲 醛 、 对 羟 
基 共 甲酸 4 个 标 样 的 外 标 溶液 。 豆 蔷 提 取 物 与 标准 溶液 在 同一 液 相 色 谱 分 析 条 件 下 进行 保留 时 间 及 紫外 光 
谱 图 对 照 。 并 参照 有 关 文 献 (Lamprecht etal, 1994; Taylor, 1993; Ruiz et al , 1990; Kahan 1989; Guarino et 
al, 1985) 完成 样品 中 上 述 4 个 成 分 的 定性 鉴定 。 各 样品 定量 结果 通过 外 标 法 作 图 计算 而 得 〈 表 1)。 

表 1 云南 产 香 芋 兰 不 同 生 香 阶段 糖 我 水 解 成 分 含量 变化 
Table 1 The variation in quantity of glucoside hydrolysis components in Vanilla bean of Yunnan 


样品 — 陈 化 时 间 AKE) ”对 -羟基 葵 甲 酸 (%) 对 -羟基 葵 甲 醛 (%) FZR) 香 兰 素 (%) 








No Time Moisture p — hydroxybenzoic acid p — hydroxybenzaldehyde vanillic acid vanillin 
1 T3 83.72 0.0088 微量 微量 0.0955 
2 REX 82.46 0.0059 0.0212 0.0095 0.2450 
3 发 汗 79.28 0.0058 0.0192 0.0110 0.3634 
4 快 干 75.51 0.0067 0.0206 0.0084 0.4471 
5 1 个 月 31.57 0.0122 0.0939 0.0375 1.7108 
6 2 个 月 21.61 0.0163 0.1099 0.0542 2.4213 
7 3 个 月 20.96 0.0103 0.0916 0.0605 2.2425 
8 4 个 月 18.83 0.0155 0.1111 0.0791 2.5413 
9 5 个 月 17.40 0.0195 0.1236 0.0721 2.4422 
10 6 个 月 15.05 0.0142 0.1113 0.0749 2.4432 
11 8 个 月 20.19 0.0149 0.1252 0.0826 2.3528 
12 10 个 月 14.12 0.0179 0.1276 0.0779 2.4951 
1.0 酶 处 理 


样品 及 试剂 ， 云南 香 莱 兰 产 业 公司 提 供 刚 采 收 香菜 兰 青 莱 30 g， 均 切 为 1 cm 小段。 
B- 葡 糖 武 水 解 酶 ， 德 国 Boehringer Mannheim GmbH 生产 ， 活 性 200 U/77mg。 取 100 g Ér3E5]JK ,准确 称 
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量 10 g 勾 浆 样品 ,加 入 100 单位 量 的 8- 葡萄糖 球 酶 ,调节 反应 体系 pH =5, 同 样 条 件 下 制 做 一 无 酶 对 照样 。 
二 样品 置 于 40 CKP 48 h。 分 别 用 95% 乙醇 索 提 8 h， 提 取 物 定 容 至 100 mL 待 分 析 。 


Abundance 





Time(min) 





Abundance 





8.00 10.00 12.00 14.00 





2.00 4.00 6.00 


Time(min) 


图 1 香 莱 兰 酶 处 理 青豆 和 空白 对 照样 的 液 相 色谱 图 
1.、8- 和 葡 糖 不 香 兰 素 ; 2. 对 羟基 苯 甲 酸 ; 3. 对 羟基 芋 甲 醋 ; 4. 香 兰 酸 ; 5. 香 
EE A; 空白 样 B: 酶 处 理 样 
Fig. 1 The HPLC chromatograms from green and B — glucosidase treated green bean 
1. glucovanillin, 2. p — hydroxybenzoic acid, 3. p — hydroxybenzaldehyde, 4. vanillic acid, 


5. vanillin. A: green bean, B; glucosidase treated bean 


HPLC 分 析 条 件 同 上 ， 图 1 中 的 液 相 色谱 图 分 别 为 酶 处 理 样 和 空白 样 的 分 析 结 果 。Voisine et al (1995) 
曾 从 香 莹 兰 青豆 中 分 离 得 到 香 兰 素 葡 糖 武 ， 并 用 NMR 和 UV 技术 对 其 做 了 定性 鉴定 。 图 1 中 的 峰 (1) BD 
为 香 兰 素 葡 糖 起 。 可 以 看 出 ， 空 白 样 中 的 香 兰 素 葡 糖 息 经 酶 处 理 后 ， 几 乎 完全 消失 ， 而 香 兰 素 及 另外 3 个 
糖 武 水 解 成 分 的 含量 却 大 幅度 的 提高 ( 表 2)。 显 然 B- 葡 糖 武 酶 对 他 们 的 生成 起 了 决定 作用 。 
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R2 青 英和 酶 处 理 青 荚 中 4 个 成 分 含量 比较 
Table 2 Comparison of content on 4 components in green bean and enzyme treated bean 








化 合 物 对 -羟基 茶 甲 酸 (%%) 对 -羟基 茶 甲 醛 (%) 香 兰 酸 (%) FER) 
Compound p — hydroxybenzoic acid p - hydroxybenzaldehyde vanillic acid vanillin 
Bux 0.0081 0.0289 0.0076 0.4391 
Green bean 
酶 处 理 豆荚 
E ede bech 0.0185 0.0773 0.0343 0.9326 


1.3” 酶 处 理 条 件 研究 
1.3.1 加 酶 最 

材料 及 试剂 : 末端 发 黄 香 莱 兰 青 苹 ， 采 自 云南 香 莱 兰 公 司 景 洪 种 植 场 。B- 葡 糖 戌 酶 ， 中科院 昆明 植 
物 所 生理 室 提 供 ， 活 性 375U/g. 

100 g TEK, MESSER EE 10 g 匀 浆 样品 35 个， 分别 加 入 不 等 量 的 酶 ， 各 样 置 于 45% 水 浴 反 应 24 h, 
反应 物 用 95% 乙 醇 提 取 8 h， 提 取 物 准确 稀释 至 100 mL 做 HPLC 分 析 ， 结 果 见 表 3。 与 对 照样 相 比 ， 加 酶 
后 ,各 成 分 含量 均 有 明显 提高 ， 当 加 酶 量 为 每 克 样 100 个 单位 (100U/g) 时 ， 香 兰 素 较 空 白 提 高 了 4 倍 。 

表 3 加 酶 量 对 4 个 成 分 含量 变化 的 影响 
Table 3 Effect of enzyme quantity on 4 components in green bean 


含 E C % 
样品 Anm EE, v) onent — (95) 

















对 - 羟基 茶 甲酸 对 - X3bAE RD RE 香 兰 酸 [ET 
i Enzyme( U/g) p - hydroxybenzic acid p - hydroxybenzaldehyde vanilie acid vanillin 
1 0.0 0.0037 0.0237 微量 0.2740 
2 6.5 0.0059 0.0478 0.0100 0.7908 
3 15. . 0.0074 0.0517 0.0118 0.8647 
4 50 0.0107 0.0634 0.0176 0.9777 
5 100 0.0164 0.0702 0.0237 1.0317 

表 4 酶 处 理 时 间 对 青 英 中 4 个 成 分 含量 变化 的 影响 

Table 4 Effect of enzyme treatment time on 4 components contents in green bean 
a " 含 量 Content (96) 

PON o5 X - EGER X - EEPE 2m CET 
p - hydroxybenzic acid p - hydroxybenzaldehyde vanillic acid vanillin 
1 0 微量 0.0163 微量 0.0279 
2 2 0.0030 0.0290 0.0031 0.2905 
3 4 0.0004 0.0218 微量 0.1693 
4 7 0.0049 0.0345 0.0074 0.3876 
5 21 0.0055 0.0346 0.0084 0.4012 


1.3.2” 酶 处 理 时 间 对 上 述 成 分 含量 变化 的 影响 ”反应 用 材料 、 试 剂 及 处 理 方式 同 前 ， 设 置 反应 条 件 如 下 : 
温度 : 45C, pH=6, WEE: 每 克 豆 莱 50 个 单位 选择 不 同 酶 处 理 时 间 ， 结 果 见 表 4。 各 成 分 含量 随 反 应 
时 间 增 加 而 提高 ， 从 色谱 图 中 糖 承 成 分 水 解 完 成 情况 看 ， 以 20 h 左右 为 宜 。 
1.3.3 pH 值 对 酶 处 理 的 影响 

材料 试剂 及 处 理 方式 如 前 ， 设 置 温 度 T= 40% ， 时 间 24 h， 加 酶 量 为 每 克 样 品 50 个 单位 。 用 磷酸 液 冲 
溶液 分 别 调节 二 组 处 理 样 的 pH 值 为 4.1 和 8.6， 另 设 一 空白 对 照 组 ( 测 其 pH= 6)， 结 果 见 表 5。 结 果 表 
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和 
明 ， 反 应 pH 值 以 中 性 为 佳 ， 即 反应 体系 自身 的 pH 值 可 使 酶 处 理 完全 。 

表 5 pH 值 对 青 莱 中 4 个 成 分 含量 变化 的 影响 

Table 5 Effect of pH on 4 components in green bean 


含 量 Content (96) 





样品 





A pH X EGER M - EX 香 兰 酸 Tux 
p ~ hydroxybenzic acid p - hydroxybenzaldehyde vanillic acid vanillin 

1 6.0 0.0066 0.0335 0.2000 0.5222 
2 4.1 0.0078 0.0312 0.0181 0.4960 
8.6 0.0051 0.0225 0.0221 0.4645 


1.3.4 酶 处 理 温度 实验 
材料 ， 试 剂 及 处 理 方式 同 前 ， 反 应 时 间 24 h， 加 酶 量 为 每 克 样品 50 个 单位 ， 选 择 4 个 不 同 反应 温度 
处 理 样品 ， 结 果 见 表 6。 温 度 对 反应 程度 的 影响 不 明显 ， 酶 处 理 可 在 较 宽 范围 进行 。 
表 6 反应 温度 对 4 个 成 分 含量 变化 的 影响 


Tble 6 Effect of enzyme treatment temperature on 4 components content in green bean 
-一 


样品 温度 含 量 Content (96) 











cane 对 - KHEN 对 - BERTE 香 兰 酸 香 兰 素 
p — hydroxybenzic acid p ~ hydroxybenzaldehyde vanillic acid vanillin 
1 10~ 14( 室 温 ) 0.0075 0.0358 0.0214 0.5881 
2 25 0.0084 0.0379 0.0222 0.5778 
3 45 0.0078 0.0354 0.0225 0.5695 
4 65 0.0079 0.0372 0.0235 0.5888 
1.4 酶 促 生 香 研 究 


在 已 选 出 的 最 佳 酶 处 理 条 件 下 ， 用 以 8B- 葡 糖 武 酶 为 主 的 酶 系 ， 处 理 不 同 外 形 和 处 于 不 同 加 工 阶段 的 
豆 莱 ， 定 期 取样 分 析 、 评 香 、 观 察 酶 促 作用 对 生 香 结果 的 影响 。 

材料 、 试 剂 及 处 理 ， 香 荚 兰 产 业 公司 提供 豆荚 ,昆明 植物 所 生理 室 提 供 B- 葡 糖 我 酶 。 在 各 样品 中 加 
ARAWA, EB- 葡 糖 武 酶 对 每 克 豆 荚 的 处 理 活 性 分 别 为 50 单位 (S,，S, FE) fu 80 单位 (S, FE, )。 
在 所 选 反应 条 件 下 处 理 各 样品 。 陈 化 期 每 隔 1 ~ 2 个 月 取样 ， 液 相 色谱 分 析 有 关 成 分 含量 ， 并 评 香 分 析 。 
各 样品 的 提取 及 分 析 处 理 方法 如 前 述 。 结 果 见 表 7。 

从 表 7 中 看 出 ， 豆 芋 在 处 理 后 不 到 2 个 月 时 间 .， 香 兰 素 含 量 都 大 于 2% ， 最 高 达 2.85% 。 高 于 空白 对 
照 (1.99%) 及 用 传统 技术 加 工 之 豆荚 〈1.71% ， 见 表 1)。 另 外 3 个 成 分 也 有 不 同 程度 的 提高 。 评 香 结果 
I, RS 还 带 有 一 定 青 杂 气 ， 和 空白 比较 ， 酶 处 理 样品 色泽 均匀 ， 香 气 浓郁 强烈 ， 已 初步 具有 商品 豆 
艾 的 风格 。 陈 化 约 6 个 月 后 ， 酶 处 理 样 品 中 香 兰 素 含 量 最 高 者 已 大 于 3%。 即 便 仅 经 过 杀青 处 理 的 S,， 香 
兰 素 含量 也 达到 2.7% 。 各 样品 表面 均 附 有 白色 透亮 的 香 兰 素 针 状 结晶 ， 外 观 品 质 极 佳 。 评 香 分 析 ， 酶 处 
理 豆 荚 的 香 蔷 兰 特 征 香气 突出 ， 香 气 浓郁 ,已 基本 趋 于 圆 熟 。 此 外 ， 香 兰 素 糖 成 分 解 完 全 ， 从 液 相 色 谱 图 
分 析 看 ， 所 有 切断 豆荚 的 香 兰 素 糖 筷 峰 均 完全 消失 ,而 空白 对 照样 和 整 菊 的 糖 息 峰 依然 存在 。 可 见 酶 处 理 
的 效果 十 分 明显 。 目 前 在 国际 贸易 中 商品 香菜 兰 还 没有 一 个 全 面 的 质量 标准 ， 卖 买 双 方 都 把 香 兰 素 的 含量 
视 为 一 个 重要 的 质量 指标 ， 香 兰 素 含 量 愈 高 ， 质 量 愈 好 ， 而 酶 处 理 技术 则 可 起 到 促进 豆荚 中 葡 糖 我 成 分 的 
完全 分 解 ， 增 加 香 兰 素 含量 、 缩 短 豆荚 生 香 时 间 ， 提 高 豆荚 质量 的 作用 。 目 前 实验 室 规模 酶 的 制 取 成 本 过 
高 ， 商 业 价 值 不 大 。 如 能 寻找 到 廉价 易 得 的 酶 源 ， 降 低 其 生产 成 本 ， 酶 促 生 香 技术 在 香 莱 兰 豆 的 生产 中 将 
会 有 极 大 的 应 用 价值 。 
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表 7 醇 处 理 香 英 兰 陈 化 期 4 个 化 合 物 含量 的 变化 
Table 7 Variation of 4 components in enzyme treated Vanilla during its condition 


* E Content (96) 








陈 化 时 间 样品 * 











dus NC 对 - 羟基 茶 甲 酸 对 - 羟基 茶 甲 醚 香 兰 酸 SK 
p — hydroxybenzic acid p - hydroxybenzaldehyde vanillic acid vanillin 

S 0.0046 0.0781 0.0374 1.9433 

1.5 个 月 Sı 0.0102 0.1147 0.0693 2.8590 
1.5 month S 0.0067 0.0892 0.0374 2.0580 
S 0.0104 0.0928 0.0629 2.4775 

S 0.0134 0.1061 0.0703 2.3400 

4 个 月 Si 0.0093 0.1239 0.0792 2.8351 
4 months S 0.0119 0.1221 0.0473 2.6295 
S, 0.0131 0.0853 0.0845 2.6284 

So 0.0135 0.1315 0.0885 2.6613 

6 个 月 Si 0.0152 0.1509 0.0945 3.0068 
6 months S 0.0109 0.1089 0.0811 2.8928 
S 0.0570 ` 0.6889 0.0997 2.7296 





* S, 经 杀青 、 发 汗 、 快 干 处 理 后 的 豆荚 1.5 kg， 切 为 1~ 1.5 em 小 段 ; $。 RE, RF, DUCT IE RIUS E 865 
gs S 杀青 但 未 经 发 酵 处 理 的 青豆 莱 1 kg， 切 为 1~ 1.5 em 小 段 ; Sj HOS; 样 500 g， 做 空白 对 照 。 
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